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Antioxidant and toxicity testing of extract cobalt (II) chlorophyll 
derivative complex from chlorophyll extract has been done. The purpose of this 
research were to determine chlorophyll content from various sources 
(phytoplanktons and leaves), to produce extract cobalt (II) chlorophyll derivative 
powder and to examine its antioxidant and toxic activities. The characterization of 
metal complexes extract chlorophyll derivative were pH value, yield, color and 
spectroscopic analysis by UV/Vis. The antioxidant tests used radical reduction of 
1,1-diphenyl-2-picryl-hydazyl (DPPH) and the toxicity tests used Brine Shrimp 
Lethality Test (BSLT). The result showed that phytoplankton Chlorella vulgaris 
had the higher chlorohyll content than the other sources. The characterization tests 
of exctract cobalt (II) chlorophyll derivative powder showed that concentration 
150 ppm had the higher pH value, yield and the greenness than other 
concentrations. The result of it antioxidant and toxicity tests showed that the 
antioxidant activity of extract cobalt (II) chlorophyll derivative complex 27.59% 
and the result of toxicity tests showed that LC50 value of exctract cobalt (II) 
chlorophyll derivative powder 892 ppm. 
 




Indonesia termasuk dalam tiga 
negara dengan keanekaragaman hayati 
terbanyak di dunia. Kekayaan alam 
Indonesia yang tersebar di daratan 
maupun lautan telah dimanfaatkan oleh 
masyarakat, misalnya pada bidang 
pangan dan kesehatan.  
Tanaman dan mikroalga 
mengandung berbagai jenis senyawa 
kimia. Warna tanaman dan mikroalga 
disebabkan oleh kandungan pigmen di 
dalamnya terdiri atas klorofil, karotenoid 
dan grup flavonoid yang terdiri atas 
antosianin, antoxantin dan tannin. 
Menurut Hosikian dkk., (2010) klorofil 
merupakan senyawa bioaktif yang dapat 
diekstrak dari mikroalga. Klorofil ini 
biasa digunakan sebagai pewarna 
makanan dan memiliki kemampuan 
sebagai antioksidan dan antimutagenik.  
Beberapa jenis tanaman dan 
fitoplankton telah banyak dimanfaatkan 
sebagai bahan pangan, namun beberapa 
kandungan bahan kimia di dalamnya 
sering dihilangkan, termasuk klorofil. 
Padahal, menurut Mardaningsih dkk., 
(2012) klorofil mampu meningkatkan 
fungsi metabolik dalam tubuh. Klorofil 
merupakan senyawa antioksidan alami 
yang terdapat di dalam organisme 
fotosintetik. 
Sumber klorofil di Indonesia 
sangat melimpah. Namun, pemanfaatan 
klorofil di Indonesia masih sangat 
minim. Klorofil merupakan senyawa 
tidak stabil yang mudah terdegradasi 
oleh  paparan panas, asam, cahaya, pH 
lingkungan dan oksigen. Hal ini 
disebabkan karena ikatan koordinasi 
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dengan magnesium dalam klorofil 
mudah lepas (Mortensen, 2006). Untuk 
meningkatkan kestabilan ekstrak 
klorofil yang dihasilkan, maka klorofil 
dibuat menjadi turunannya dengan cara 
memodifikasi strukturnya. Modifikasi 
struktur kimia klorofil dapat dilakukan 
dengan menggantikan ion magnesium 
dengan mineral lain. 
Logam kobal di dalam tubuh 
berperan dalam pembentukan vitamin 
B12 yang sangat penting untuk menjaga 
normalitas kerja semua sel dan maturasi 
sel-sel darah merah. Co
2+
 memiliki jari-
jari ion yang menyerupai jari-jari ion 
Mg
2+
, serta keelektronegatifan yang 
lebih besar dari Mg
2+
 sehingga dapat 
membentuk kompleks baru yang stabil 
dengan klorofil. Hal ini diharapkan 
dapat meningkatkan daya antioksidan 
dari klorofil. 
Klorofil sebagai bahan pangan 
fungsional bermanfaat menambah 
asupan gizi, dapat digunakan untuk 
memelihara kesehatan dan mungkin 
berguna untuk mencegah penyakit 
(preventif) bukan untuk menyembuhkan 
penyakit (kuratif).  
Ekstrak klorofil dalam bentuk 
bubuk belum banyak dikembangkan, 
padahal kadar air dalam bentuk bubuk 
jauh lebih sedikit, sehingga masa 
penyimpanannya menjadi lebih lama. 
Metode pengeringan yang dapat 
digunakan untuk membuat bubuk 
adalah metode spray dryer dan metode 
freeze dryer. Namun, penggunaan 
metode spray dryer sebaiknya dihindari 
karena klorofil adalah molekul yang 
mudah mengalami degradasi oleh 
panas. 
Pembuatan produk pangan 
fungsional tidak terlepas dari pengujian 
toksisitasnya terhadap makhluk hidup. 
Salah satu metode awal yang dapat 
digunakan adalah metode Brine Shrimp 
Lethality Test (BSLT). Metode ini 
merupakan uji standar toksisitas akut. 
Tingkat toksisitas senyawa ditentukan 
dengan harga LC50 (Meyer dkk., 1982 
dalam Atta-ur-Rahman dkk., 2001). 
Pada penelitian ini bubuk yang 
diperoleh akan dikarakterisasi sifat 
fisika dan kimianya, serta diuji 
toksisitasnya dengan menggunakan 
metode BSLT (Brine Shrimp Lethality 
Test) terhadap benur udang Artemia 
salina Leach dan di uji aktivitas 






aseton p.a, etanol p.a, metanol 
p.a, akuades, asam klorida (HCl), 
NaOH, dekstrin 3%, kobal(II) klorida 
heksa hidrat [CoCl2.6H2O], kertas 
indikator pH universal, daun tanaman 
pepaya (Carica papaya), daun singkong 
(Manihot esculenta), daun tanaman 
kacang (Vigna unguiculata), biakan 
Chlorella vulgaris, Isochrysis aff. 
galbana dan Tetraselmis cuii medium 
peremajaan fitoplankton (medium 
Conway dan Vitamin B kompleks), air 
laut steril, benur udang (Artemia salina 
Leach.), 1,1difenil-2-pikrilhidrazil 
(DPPH), kertas saring Whatman No. 1 
dan 42, dan aluminium foil. 
 
Alat Penelitian 
Neraca analitik, kain saring, 
magnetic stirrer, oven, peralatan uji 
BSLT, perangkat alat ultrasonik Ney 
Ultrasonik 28 H, peralatan peremajaan 
fitoplankton, spektrometer UV-Vis  
SHIMADZU UV-2600, FTIR model 
SHIMADZU IRPrestige-21, freeze 
dryer, refrigerator, inkubator, dan 
peralatan gelas yang umum digunakan 
di laboratorium. 
 
Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan 
mulai bulan Desember 2013 sampai 
Mei 2014 dengan lokasi penelitian di 
Laboratorium Kimia Anorganik, 
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Laboratorium Kimia Terpadu dan 
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, 
Fakultas Matematika dan Ilmu 





Penentuan Kadar Klorofil Beberapa 
Fitoplankton dan Tanaman 
Penentuan kadar dilakukan 
dengan metode spektrofotometri. Daun 
tanaman dan biomassa fitoplankton 
ditimbang sebanyak ± 0,1 g digerus dan 
dicampur aseton 80% ke dalam 
erlenmeyer sampai volume 10 mL. 
Campuran diekstraksi dengan ultrasonik 
selama 10 menit pada suhu 50
o
C, lalu 
disentrifugasi selama 10 menit. Ekstrak 
yang diperoleh dianalisis kadar klorofil 
a, b dan klorofil total dengan 
menggunakan spektrofotometer UV/Vis, 
pada panjang gelombang 400-700 nm. 
Analisis data dengan modifikasi metode 
Arnon IRRI. 
 
Ekstraksi Klorofil Fitoplankton 
Chlorella vulgaris 
Sampel dengan kadar klorofil 
tertinggi ditimbang sebanyak 2 gram, 
digerus dan dicampurkan dengan 100 
mL aseton p.a, kemudian diekstraksi 
dengan alat ultrasonik selama 15 menit 
pada suhu 50 
o
C. Filtrat yang diperoleh 
dievaporasi dan ditambahkan dengan 
etanol p.a sebanyak 200 mL Campuran 
kemudian disentrifugasi selama 10 
menit. Filtrat yang diperoleh digunakan 
untuk membuat ekstrak kompleks 
logam Co(II)-turunan klorofil.  
 
Pembuatan Ekstrak kompleks Co(II) 
Turunan Klorofil 
Ekstrak klorofil yang diperoleh  
ditambahkan dengan HCl 1 N sampai 
pH menjadi 5 sambil diaduk dengan 
menggunakan magnetic stirrer. Larutan 
dipipet sebanyak 100 mL ke dalam 4 
erlenmeyer berbeda yang mengandung 
CoCl2.6H2O masing-masing dengan 
konsentrasi 0 ppm, 50 ppm, 100 ppm 
dan 150 ppm. Ke dalam erlenmeyer 
ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai 
pH 8,5 sambil diaduk dengan magnetic 
stirrer. Pembuatan bubuk dengan 
menggunakan dekstrin 3% sambil 
diaduk dengan magnetic stirrer, 
dimasukkan ke dalam freezer semalam 
dan dikeringkan dengan freeze dryer 
selama 2x24 jam. Pengerjaan dilakukan 
di tempat yang gelap.  
 
Analisis Sifat Fisika Kimia 
Analisis sifat fisika-kimia 
melalui analisis rendemen, nilai pH, dan 
penentuan kadar air. Analisis 
spektroskopi dengan spektrofotometer 
UV-Vis.  
 
Uji Antioksidan Metode DPPH 
Pengujian aktivitas antioksidan 
dilakukan dengan menggunakan metode 
peredaman radikal bebas DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydazyl). Uji serapan 
pada panjang gelombang maksimum.  
 
Uji Toksisitas Metode BSLT 
Uji toksisitas dilakukan dengan 
menggunakan metode BSLT (Brine 
Shrimp Lethalitu Test) terhadap larva 
udang Artemia salina Leach untuk 
menentukan nilai LC50 dari sampel. 
Tahapnya yaitu penetasan larva udang, 
pembuatan larutan uji, dan proses 
pengujian. Data yang diperolah 
kemudian dianalisis dengan analisis 
probit menggunakan program SPSS for 
windows. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Penentuan Kadar Klorofil Beberapa 
Fitoplankton dan Tanaman 
Penentuan kadar klorofil 
dilakukan terhadap sampel fitoplankton 
dan beberapa jenis tanaman. Adapun 
sampel yang digunakan dalam 
penelitian kali ini adalah fitoplankton 
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spesies Chlorella vulgaris, Isochrysis 
aff. galbana, dan Tetraselmis chuii, 
serta daun tanaman pepaya, singkong 
dan kacang. Hasil penentuan kadar 
klorofil diperlihatkan pada Tabel 1. 
 
Tabel 1. Kandungan klorofil daun 






 (mg/g BB) 
A B Total 
Chlorella  
vulgaris 
7,3653 4,2835 11,6488 
Dunaliella 
Salina 
7,0703 4,5193 11,5896 
Isochrysis  
aff galbana 
6,7098 4,6989 11,4087 
Tetraselmis  
Chuii 
6,7582 3,8456 10,6038 
Pepaya 3,3948 1,2203 4,6151 
Singkong 2,9139 0,9287 3,8426 
Kacang 1,7258 0,534 2,2598 
 
 Berdasarkan Tabel 1, maka 
dapat diketahui kandungan klorofil 
tertinggi terdapat pada spesies 
fitoplankton Chlorella vulgaris, yaitu 
11,6488 mg/g BB, sedangkan 
kandungan klorofil terendah terdapat 
pada tanaman kacang, yaitu 2,2598 
mg/g BB. Perbedaan spesies tanaman 
mempengaruhi kandungan klorofilnya. 
Hal ini berkaitan dengan kemampuan 
biosintesis klorofil tanaman satu dengan 
yang lain berbeda-beda. Tanaman tinggi 
memiliki kandungan klorofil lebih 
rendah dibandingkan fitoplankton laut, 
karena kandungan senyawa kimia dalam 
tumbuhan tinggi lebih kompleks 
dibandingkan fitoplankton laut. 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, maka 
fitoplankton Chlorella vulgaris akan 
digunakan sebagai sumber klorofil pada 
tahapan selanjutnya. 
 
Ekstraksi Klorofil Fitoplankton 
Chlorella vulgaris dan Pembuatan 
Ekstra Co(II) Turunan Klorofil 
Ekstraksi klorofil dari biomassa 
kering Chlorella vulgaris dilakukan 
dengan menggunakan alat ultrasonik. 
Ekstrak yang diperoleh kemudian 
disentrifugasi, filtrat yang diperoleh 
digunakan untuk membuat ekstrak Co(II) 
turunan klorofil. Pembuatan bubuk 
dilakukan dengan menambahkan 
dekstrin 3% ke dalam larutan ekstrak 
Co(II) turunan klorofil kemudian 
dikeringkan dengan menggunakan 
metode freeze dryer. Penambahan ion 
Co
2+
 ke dalam ekstrak klorofil 
diharapkan dapat menghasilkan ekstrak 
turunan klorofil yang memiliki daya 
antioksidan yang lebih tinggi. 
 
Karakteristik Fisika Kimia 
Hasil karakterisasi nilai pH, dan 
rendemen ekstrak Co(II) turunan 
klorofil dari ekstrak fitoplankton 
ditampilkan pada Tabel 2. Sedangkan 
hasil analisis kadar air ditampilakan 
pada Tabel 3. 
 










0 72,2 6,4 Kuning 
50 71 7,55 Hijau 
kuning 
100 74,4 7,56 Hijau 
kelabu 
150 77,2 7,58 Hijau 
kelabu 
 
Berdasarkan Tabel 2, dapat 
diketahui bubuk ekstrak Co(II) turunan 
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klorofil memiliki rendemen yang 
berbeda-beda dan pada konsentrasi Co
2+ 
150 ppm memiliki rendemen yang 
paling tinggi. Hal ini dapat disebabkan 
karena perbedaan konsentrasi Co
2+
 yang 
ditambahkan, semakin tinggi kadar Co
2+
 
dalam bubuk, semakin tinggi pula 
rendemen yang dihasilkan. Nilai pH 
yang ditampilkan pada Tabel 2 
menunjukkan terjadi peningkatan pH 
dengan meningkatnya kandungan Co
2+
 
dalam bubuk yang dihasilkan. Nilai pH 
terendah adalah pada konsentrasi 0 
ppm,  sedangkan pH larutan tertinggi 
pada konsentrasi 150 ppm.  Nilai pH 
yang tinggi (mendekati 8,5) 
menandakan kestabilan produk terhadap 
rangkaian proses pengeringan. 
 
Tabel 3. Analisis kadar air 
 










Berdasarkan Tabel 3, dapat 
diketahui ekstrak Co(II) turunan klorofil 
memiliki kadar air antara 1,68-4,98 %. 
Kadar air menunjukkan mutu dari suatu 
produk (bubuk), menurut Farmakope 
Indonesia atau Materia Medika 
Indonesia, kadar air dalam suatu produk 
sebaiknya < 10 %.  
 
Analisis Spektroskopi 
Dalam tahap ini, yang 
digunakan adalah bubuk ekstrak Co(II) 
turunan klorofil 150 ppm. Warna hijau 
yang terbentuk dapat menjadi indikasi 
fisik terikatnya logam pada ekstrak 
turunan klorofil. Secara kimia, 
terikatnya logam pada struktur porfirin 
dapat dilihat dari absorpsi panjang 
gelombang pada spektrum UV/Vis. 
Adapun absorpsi panjang gelombang 
dari bubuk yang dihasilkan dapat dilihat 
















Berdasarkan spektrum UV/Vis 
ekstrak Co(II) turunan klorofil pada 
Gambar 1, dapat diketahui pada daerah 
soret band terjadi pergeseran merah jika 
dibandingkan dengan serapan feofitin, 
yaitu dari menjadi 400 nm menjadi 407 
nm dan pada daerah Q band, terjadi 
pergeseran biru dari 664 nm menjadi 
662 nm. Berdasarkan hasil ini, dapat 
diketahui penambahan ion logam Co
2+
 
dapat menyebabkan interaksi pada 
molekul klorofil maupun perubahan 
atom pusat pada cincin porfirin yang 
menyebabkan perubahan struktur 
elektronik dan energi transisi. 
 
Uji Antioksidan Metode DPPH 
Pengujian aktivitas antioksidan 
dilakukan secara in vitro menggunakan 
metode peredaman radikal bebas 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydazyl (DPPH), 
analisis dilakukan berdasarkan metode 
Kubo dkk., (2002) untuk menentukan 
aktivitas antioksidan (%) dengan sedikit 
modifikasi (Prangdimurti dkk., 2006). 
Pengujian aktivitas antioksidan 
dilakukan terhadap ekstrak Co turunan 
klorofil pada konsentrasi ion logam 150 
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ppm, ekstrak turunan klorofil (feofitin), 
dan ekstrak klorofil Chlorella vulgaris. 
Adapun hasil uji antioksidan 
ditampilkan pada Tabel 4. 
  
Tabel 4. Hasil pengukuran aktivitas 
antioksidan 
 











Chlorella vulgaris 16,3 
 
Berdasarkan Tabel 4, aktivitas 
antioksidan Co-turunan klorofil lebih 
tinggi jika dibandingkan dengan ekstrak 
feofitin dan ekstrak klorofil alami. 
Peningkatan aktivitas antioksidan 
ekstrak logam turunan klorofil 
disebabkan karena kuatnya ikatan antara 
logam dengan cincin porfirin 
dibandingkan pada klorofil alami. 
 
Uji Toksisitas Metode BSLT 
Hail uji toksisitas terhadap 
ekstrak Co turunan klorofil tidak 
menunjukkan sifat toksik yang tinggi. 
Adapun angka kematian larva Artemia 
salina Leach dan nilai LC50 dari ekstrak 
kompleks turunan klorofil  dapat dilihat 
pada Tabel 5. Perhitungan nilai LC50 
dengan menggunakan SPSS 13 for 
windows dengan tingkat keakuratan 
95%. Uji toksisitas dilakukan terhadap 
ekstrak Co(II) turunan klorofil 150 ppm 
(penambahan ion Co
2+
 150 ppm) dan 
sebagai pembanding digunakan ekstrak 




Tabel 5. Hasil uji toksisitas ekstrak 
kompleks turunan klorofil 
dengan metode BSLT 
Sampel Konsentrasi (ppm) LC50 




































Berdasarkan Tabel 5, dapat 
diketahui ekstrak Co turunan klorofil 
150 ppm memiliki  nilai LC50 892 ppm 
dan sebagai pembanding ekstrak 
turunan klorofil 0 ppm memiliki nilai 
LC50 1557,51 ppm. Toksisitas Co 
turunan klorofil lebih tinggi disebabkan 
karena kadar Co bebas yang mungkin 
terdapat pada sampel.  
 
KESIMPULAN 
 Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan, maka dapat disimpulkan 
bahwa spesies fitoplankton Chlorella 
vulgaris memiliki kandungan klorofil 
tertinggi, yaitu 11,6488 mg/g BB. 
Ekstrak logam turunan klorofil 
berwarna hijau terang, nilai pH dan 
rendemen yang tinggi dibandingkan 
klorofil alami. Kadar air ekstrak yang 
dihasilkan < 10%. Hasil analisis dengan 
menggunakan spektroskopi UV/Vis 
menunjukkan kemungkinan interaksi 
antara logam dengan cincin porfirin. 
Ekstrak Co turunan klorofil memiliki 
daya antioksidan yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan ekstrak klorofil 
alami dan ekstrak feofitin. Hasil uji 
toksisitas dengan metode BSLT 
menunjukkan ekstrak Co turunan 
klorofil pada pengujian ini memiliki 
nilai LC50 892 ppm.  
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